Bacteriocins of Streptococcus pneumoniae and its response to challenges by antimicrobial peptides by Majchrzykiewicz, Joanna Agnieszka
  
 University of Groningen
Bacteriocins of Streptococcus pneumoniae and its response to challenges by antimicrobial
peptides
Majchrzykiewicz, Joanna Agnieszka
IMPORTANT NOTE: You are advised to consult the publisher's version (publisher's PDF) if you wish to cite from
it. Please check the document version below.
Document Version
Publisher's PDF, also known as Version of record
Publication date:
2011
Link to publication in University of Groningen/UMCG research database
Citation for published version (APA):
Majchrzykiewicz, J. A. (2011). Bacteriocins of Streptococcus pneumoniae and its response to challenges
by antimicrobial peptides. Groningen: s.n.
Copyright
Other than for strictly personal use, it is not permitted to download or to forward/distribute the text or part of it without the consent of the
author(s) and/or copyright holder(s), unless the work is under an open content license (like Creative Commons).
Take-down policy
If you believe that this document breaches copyright please contact us providing details, and we will remove access to the work immediately
and investigate your claim.
Downloaded from the University of Groningen/UMCG research database (Pure): http://www.rug.nl/research/portal. For technical reasons the
number of authors shown on this cover page is limited to 10 maximum.
Download date: 12-11-2019
Samenvatting voor de leek 
165 
 




Biologie is een natuurwetenschap die zich bezighoudt met leven en levende 
organismen, inclusief hun structuur, functie , groei, oorsprong, ontwikkeling, voortplanting 
en taxonomie Omdat Biologie zo‘n buitengewoon breed onderwerp is, wordt het 
tegenwoordig opgedeeld in verschillende disciplines. Deze onderverdeling is gebaseerd op 
twee criteria: i) op de biologische organisaties, bijvoorbeeld moleculen, cellen, individuen, 
populaties en ii) op het specifieke onderwerp dat wordt onderzocht bijvoorbeeld, structuur 
en functie, groei en ontwikkeling. Op basis van deze criteria kan men een onderverdeling 
maken in: a) botanie, de plantenstudie, b) zoologie, de dierenstudie, c) microbiologie, de 
studie naar microscopische organismen, zoals bacteria, d) virologie, de studie naar virussen, 
e) moleculaire biologie, de studie naar biologische functie op moleculair niveau, f) 
biochemie, de studie naar chemische reacties die nodig zijn voor de levensvatbaarheid en 
het functioneren van organismen, g) genetica, de studie naar genen en erfelijkheid en h) 
moleculaire genetica, de studie naar de structuur en functie van genen op een moleculair 
niveau. Een molecuul kan worden beschreven als het kleinste deeltje van een stof dat 
dezelfde chemische en fysieke eigenschappen als de stof zelf. 
  In de 17e eeuw kwam de biologie in een stroomversnelling toen een Nederlander, 
Antony van Leeuwenhoek, de microscoop verbeterde. Hij wordt beschouwd als de 
grondlegger van de microbiologie omdat hij de eerste was die ééncellige organismen, 
zogenaamde microorganismen, onderzocht en beschreef, en is nu bekend als ―de vader 
van de microbiologie‖. Microorganismen of microben zijn zo klein dat ze niet met het blote 
oog kunnen worden waargenomen. Ze vormen een diverse groep en bestaan uit bacteria, 
virussen, schimmels, algen en dieren zoals plankton. Virussen zijn echter niet-levende 
organismen, omdat ze niet de structuur van een levende cel bezitten en worden daarom 
gerefereerd als kleine infectieoverdragers. 
 De fundametele bouwsteen van leven is de cel en alle levende organismen bestaan 
uit één of meer van deze bouwstenen (Fig. 1). Figuur 1 illustreert de verschillen tussen de 
structuur en componenten van dierencellen, plantencellen en bacteriecellen. De 
componenten van elke cel bestaan uit moleculen. Over het algemeen kan men een aantal 
moleculen onderscheiden: 1) organische moleculen zoals proteïnen, carbohydrate, vetzuren, 
nucleinezuren en 2) niet-organische moleculen zoals water, stikstof, metalen en niet-
metalen. 
 





Figuur 1. Bacteriologische cellen verschillen 
van dieren en plantencellen in meerdere 
opzichten. Een fundamenteel verschil is dat 
bacteriologische cellen geen intracellulair 
organellen hebben, zoals mitochondriën, 
chloroplasten, en een kern, die wel aanwezig 
zijn in dieren en plantencellen. De afbeelding 
is verkregen uit Encyclopædia Britannica 




De meeste moleculen zijn veel te klein om met het blote oog te worden 
waargenomen, maar een uitzondering hierop is DNA (deoxyribonucleic acid). Binnen de 
cel vindt men DNA  in langwerpige structuren, chromosomen genoemd. De hoofdrol van 
DNA is het vastleggen van genetische informatie die wordt gebruikt bij de ontwikkeling en 
het functioneren van alle levende organismen en sommige virussen. De genetische 
informatie is tweeledig: 1) de informatie die nodig zijn bij het construeren van andere 
celcomponenten en 2) de informatie die de start en het eind van de onder punt 1 genoemde 
constructie, bepalen. Deze informatie is vastgelegd in genen. Dus de informatie die nodig is 
bij het bouwen van een basismolecuul, proteïne en RNA (ribonucleinezuur), is beschreven 
in een gen en een gen codeert een proteïne of een RNA molecuul. Elke gen bestaat uit een 
specifieke volgorde van nucleotide-moleculen: adenine (A), tyrosine (T), cytosine (C), en 
guanine (G). De informatie in elke gen wordt beschreven op basis van een specifieke code, 
de zogenaamde genetische code (Fig. 2). De genetische code is een verzameling van  drie 






Figuur 2. De genetische code. De afbeelding is afkomstig 
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Proteïnen bestaan uit aminozuur-moleculen. Deze worden gevormd als langgerekte 
draden die als een bolletje bijelkaar worden gehouden. Proteïnen bevatten tussen de 50 en 
zelfs meer dan 2000 aminozuren. Proteïnen die minder dan 50 aminozuren bevatten worden 
peptiden genoemd. Proteïnen zijn essentieel voor alle organismen omdat alle functies in 
een cel afhankelijk zijn van proteïnen en elke proteïne zijn eigen specifieke functie vervult 
bij: de verplaatsing van cellen en organismen, de celdeling, de katalyse van alle 
biochemische reacties, het transporteren van materialen in vloeistoffen, het activeren van 
genen (deze proteïnen worden regulators genoemd) en de synthese/vorming van andere 
proteïnen. 
Proteïnen worden gevormd, zoals reeds beschreven, aan de hand van de informatie 
die is vastgelegd in genen. Elke proteïne heeft zijn eigen unieke aminozuursamenstelling 
die is vastgelegd in de genetische code. Omdat de genetische code uit een set van drie 
nucleotide-moleculen, zogenaamde codons, bestaat, en DNA uit vier nucleotiden bestaat, 
kunnen er 64 verschillende codons ontstaan. Omdat elk codon gerelateerd is aan een 
aminozuur is er een overlap zodat sommige aminozuren worden gecodeert door meerdere 
codons. 
Wanneer er een signaal wordt afgegeven om een bepaald gen te activeren, expressie 
genoemd, wordt de proteïne synthese gestart. De proteïne wordt gevormd in twee stappen: 
1) transcriptie and 2) vertaling. Tijdens de transcriptie worden de codons gekopieerd naar 
RNA (messenger RNA; mRNA). Vervolgens wordt deze mRNA kopie vertaald naar welke 
aminozuren worden gevormd, in het vertalingsproces. Kortom, de mRNA draagt de 
informatie over naar ribosomen, en deze vormen een ―molecuulmachine‖. In deze 
―molecuulmachine‖ begint het vertaalproces; de informatie van de genen die naar mRNA is 
gecopieerd wordt uitgelezen en resulteert uiteindelijk in de vorming van proteïnen. 
Vervolgens kunnen deze gevormde proteïnen hun functie uitoefenen in de cel, waar ze voor 
bedoeld zijn.  
 
Bacteriocines 
Als het gaat om microben, wordt vaak verwezen naar ―bacillen‖ en deze worden 
als ―slecht‖ en als ziekteveroorzakers ervaren, maar er zijn ook microben die een nuttige 
functie vervullen voor mensen en hun omgeving. Bijvoorbeeld melkzuurbacteria (LAB) 
worden aangetroffen in melkprodukten. Deze LAB worden veel gebruikt bij de bereiding 
van zuivelprodukten zoals kaas, melk en yoghurt, omdat deze de smaak, geur en structuur 
geven aan het product. Bovendien produceren LAB en andere bacteria substanties,  
bacteriocines genoemd, die voorkomen dat er andere ―slechte‖ bacteria groeien in 
bijvoorbeeld zuivelproducten, waardoor ze een langere houdbaarheid hebben. Bacteriocines 
zijn peptiden, die door bacteria worden geproduceerd en gelijke of sterk gerelateerde 
bacteria vernietigen. Bacteriocines worden beschouwd als een kleine verzameling 
antibiotica. Ze werden ontdekt door A Gratia in 1925. Vanaf dat moment is er een grote 
verscheidenheid aan bacteriocines beschreven. Op dit moment hebben bacteriocines grote 
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waarde voor de medische en voedselindustrie omdat ze ―slechte‖ microorganismen 
vernietigen. Daarom zouden ze als substituut voor antibiotica of andere 
antimicrobiologische verbindingen kunnen dienen.  
Bacteriocines worden in een cel geproduceerd als inactieve peptides die uit een 
signaal component (leader peptide), dat wordt afgesplitst wanneer de peptide de cel verlaat 
waarin het geproduceerd is, en een andere component, wat de actieve peptide vormt. Om 
actieve peptiden  te produceren moeten bacteriocines achtereenvolgens worden 
geproduceerd, gemodificeerd, verwerkt (de signaalcomponent moet worden verwijderd) en 
getranporteerd (de bacteriocine moet van binnen naar buiten de cel worden gebracht). 
Daarnaast moet de producerende cel immuun zijn voor zijn eigen bacteriocine. Voor dit 
hele process zijn een aantal genen verantwoordelijk. Om efficient te produceren moeten 
deze genen dicht bij elkaar worden verzameld in de DNA. Een set genen die betrokken zijn 
bij een specifiek proces wordt een cluster genoemd. Daarom wordt de set genen die 




Veel individuen dragen Streptococcus pneumoniae bacteria (zogenaamde 
pneumococcus) in hun neus en keel en vaak veroorzaakt deze bacteria geen ziekte. De 
bacteria kunnen worden overgedragen aan andere personen door druppels speeksel, 
wanneer de drager hoest of niest. Vaak leidt dit niet tot een ziekte, maar minder weerzame 
individuen kunnen een pneumokokkenziekte ontwikkelen. S. pneumoniae kan, afhankelijk 
van welk lichaamsdeel geinfecteerd is, een reeks ziekten veroorzaken. De ziekten zijn 
onder andere: sinusitis (infectie van de sinusses, otitis media (middenoorinfectie)), 
bacteraemia (bacteria-invasie in het bloed), pneumonia (longontsteking), meningitis 
(hersenvliesontsteking). Sommige bevolkingsgroepen lopen een verhoogd risico op 
infectie, met name kinderen onder de 5 jaar, ouderen boven de 65 jaar, mensen met een 
verzwakt immuunsysteem en chronisch zieken. Er zijn momenteel 90 verschillende typen 
pneumokokken en er is geen vaccin dat tegen alle deze typen bescherming biedt. Er zijn 
echter twee effectieve vaccins die bescherming bieden tegen de meest voorkomende typen 
pneumokokken. 
 
In dit proefschrift 
Bacteriocines worden veelvuldig beschreven bij bacteriolische onderzoeken. Toch 
is er wienig bekend over bacteriocines die geproduceerd worden door S. pneumoniae. Het 
hoofddoel van dit proefschrift is het vinden en bestuderen van bacteriocines die 
geproduceerd worden door pneumokokken en het identificeren van genen van de 
pneumokokken die verantwoordelijk zijn voor de immuniteit tegen antibiotica.  
Hoofdstuk 1 begint met een gedetailleerde beschrijving van de pneumokokken en 
bacteriocines. 
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In Hoofdstuk 2 wordt getracht bacteriocine-soortige clusters in DNA reeksen van 
bepaalde S. pneumoniae typen te vinden. Negen bacteriocine-soortige clusters waren 
geïdentificeerd, waarvan er twee reeds in eerdere onderzoeken waren beschreven; de 
zogenaamde Blp (Pnc) en CibAB. Van de overige zeven nieuwe bacteriocine-soortige 
clusters werden er twee geselecteerd voor verdere analyse; de zogenaamde pneumococcal 
peptide of unknown function (ppu) cluster en pneumococcin cluster.  
In Hoofdstuk 3 worden experimenten beschreven die bedoeld zijn om aan te 
tonen dat de ppu actieve bacteriocines produceert. Er werden echter geen bacteriocines 
gevonden die door dit cluster gecodeerd waren. Vervolgens worden experimenten 
beschreven die de functie van ppu proberen aan te tonen. Het onderzoek toonde aan dat de 
expressie van het ppu cluster wordt bepaald door twee regulators; een negatieve regulator, 
CodY genaamd, en een positieve regulator, PpuR genaamd. Bovendien vonden we twee 
nieuwe clusters die functioneel verbonden waren aan het ppu cluster. We ontdekten dat 
deze drie clusters betrokken zijn bij stikstofmetabolisme in de pneumekokken. 
Hoofdstuk 4 beschrijft voor het eerst dat het mogelijk is om, moeilijk te 
verkrijgen, antimicrobiologische actieve bacteriocines van  S. pneumoniae te produceren en 
te modificeren.  
Omdat S. pneumoniae geen bacteriocines produceerde die gecodeerd waren door 
pneumococcin clusters, namelijk pneumococcin cluster A1 en A2, moesten we een andere 
manier vinden om deze bacteriocines te produceren. We hebben de methode ―klonen‖ 
hiervoor gebruikt. Bij klonen worden een reeks genen gemodificeerd, dat wil zeggen 
nucleotiden worden toegevoegd of verwijderd en/of de gekloonde reeks wordt in een 
andere bacterie uitgezet dan waar het oorspronkelijk was geproduceerd. Om de productie  
van pneumococcins A1 en A2 te simuleren, hebben we deze genen gemodificeerd in het 
kloonproces. Dit resulteerde in pneumococcins die bestaan uit een signaal component 
(leader sequence), van een al reeds bekend bacteriocine, namelijk nisin, en een propeptide 
sequence. Deze gemodificeerde reeks bacteriocine genen, A1_1 en A2_2, werden in een de 
Lactococcus lactis bacterie, uitgezet. Deze bacteria wordt veelvuldig gebruikt voor de 
kaasproductie.  Zoals reeds vermeld moeten bacteriocines worden geproduceerd, 
gemodificeerd en getransporteerd, naar het medium buiten de cel, waarin de bacteria groeit, 
om antimicrobiologisch actief te worden. Omdat pneumococcins A1 en A2 zodanig waren 
gemodificeerd, dat ze de nisin signaalcomponent bezitten en dit component bepaalt welke 
specifieke proteïnen voor de modificatie en transport worden, hebben we deze uitgezet in 
Lactococcus lactis. Lactococcus lactis is een bacterie dat proteïnen kan aanmaken die nisin 
kunnen  modificeren en transporteren. Daarna hebben we de bacterie verwijderd uit het 
medium en hebben we de antimicrobiologische activitiet onderzocht van de substantie, 
pneumococcins A1_1 en A2_1, tegen andere bacteria. We hebben aangetoond dat deze 
bacteriocines in staat zijn om één bacterie aan te vallen en te vernietigen. Dit is een groot 
succes en het is nooit eerder aangetoond dat het mogelijk is om met behulp van een ―nisin 
specifieke productie machine‖, actieve bacteriociones te produceren en modificeren. Dit 
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idee zou gebruikt kunnen worden in de farmaceutische industrie om antibiotica te 
produceren. 
 Hoofdstuk 5 beschrijft nieuwe weerstandsmechanismen van S. pneumoniae ten 
aanzien van drie verschillende substanties, zoals nisin, LL-37 en bacitracin die in staat zijn 
om bacteria te vernietigen. Het is van groot belang om inzicht in deze 
weerstandsmechanismen van bacteria te krijgen, teneinde deze te vernietigen of te 
beheersen, bij het gebruik van antibiotica. We hebben hiervoor de pneumokokken met de 
drie verschillende substanties laten ontwikkelen. Vervolgens hebben we de aangetaste 
pneumokokken geïsoleerd en onderzocht op DNA, door middel van een bepaalde 
methode, DNA microarray genoemd. We hebben naar de reactie van alle genen van S. 
pneumoniae (~2200 genen) gekeken, in het bijzonder of de genen actief (expressief) of juist 
uit gezet werden. Op basis van dit onderzoek zijn een aantal genen gekozen voor verder 
onderzoek. Deze genen zijn betrokken bij de productie van proteïnen, die een rol zouden 
kunnen spelen bij de  weerstandsmechanismen van de bacteria tegen de drie geteste 
substanties. Vervolgens hebben we de producerende genen gekloond om te bepalen welke 
proteïnen deze rol zouden kunnen vervullen. Hieruit voortvloeiend hebben we een aantal 
nieuwe proteïnen geïdentificeerd die transporters coderen, die worden geassocieerd met de 
weerstand van  S. pneumonia tegen de geteste substanties. Deze transporters zijn SP0785-
0787, SP0912-0913 en SP1715. Daarnaast hebben we aangetoond dat een nieuwe regulator, 
SP1714, twee van deze transporters reguleerde. Alles bij elkaar geven deze resultaten 
belangrijke inzichten in de weestandsmechanismen van S. pneumoniae.
